Effetto del medium e della proporzione di inoculo ruminale
























































































































liquido  ruminale  necessaria  come  inoculo  microbico.  Un  altro  obiettivo  del  lavoro  è  stato 
esaminare la possibilità di utilizzare i residui di fermentazione come inoculo microbico per per 
successive incubazioni. 




rapporti  tra  inoculo  batterico  e  medium  (inoculo/medium:  5/55  ml  e  30/30  ml).  La  prova  ha 
previsto 3 incubazioni successive, ciascuna della durata di 12 h, per una durata complessiva di 36 
h.  Nella  seconda  e  nella  terza  incubazione  è  stato  riutilizzato  come  inoculo  il  residuo  di 
fermentazione dell’incubazione precedente. 






















methods  that  evaluate  the  feed  digestibility.  These  traditional  methods  use  the  rumen 
environment  to  measure  feed  degradation  and  are  the  standard  against  which  the  in  vitro 
methods are often compared. At the same time, these techniques are criticized i) for problems 
related to animal welfare; ii) for the high costs iii) for the poor reproducibility and iv) because they 









conventional  Menke  medium  and  a  “simplified”  medium)  and  two  different  ratios  between 
inoculums and medium (inoculum/medium = 5/55 ml or 30/30 ml). Three subsequent incubations 
were carried out: each lasted 12 h, for a total incubation time of 36 h. In the second and in the 
third  incubation  the  residual  fluid  of  fermentation  of  the  previous  incubation  was  reused  as 
inoculum.  




fermentation  residues  can  be  re‐used  as  microbial  inoculum  at  the  condition  that  a  complex 
medium (such as Menke) is used and the dose of microbial inoculum is reduced from conventional 
30 ml to about 5 ml. 











La  valutazione  degli  alimenti  per  animali  e  importante  per  poter  formulare  razioni  adeguate, 
equilibrate nei vari principi nutritivi, e utilizzate con la massima efficienza dagli animali. E inoltre 
importante formulare delle diete con limitato impatto ambientale per gli allevamenti, e devono 



























dove:  d%  =  coefficiente  di  digeribilità  apparente  della  sostanza  considerata;  Pi  =  peso  della 
sostanza ingerita dall'animale; Pe = peso della sostanza escreta con le feci (non digerita). 
La  procedura  mira  a  misurare  la  digeribilità  degli  alimenti  esponendoli  all'attacco  batterico 
























La  tecnica  di  incubazione  con  enzimi  valuta  la  solubilità  e  la  degradabilità  degli  alimenti  per 
ruminanti.  L’impiego  di  enzimi,  di  origine  microbica  e  fungina,  sostituisce  e  simula  l’attacco 



















fermentazione,  fu  Mc  Bee  (1953)  e  a  seguire  Hungate  (1966).  Altri  svilupparono  tale  tecnica 
applicando  un  manometro  ad  ogni  contenitore  in  cui  era  presente  l’alimento  con  il  liquido 









































Con  la  gas  production  si  possono  avere  ottime  informazioni  sulla  degradabilità della  sostanza 
organica, in particolare, fornendo informazioni sulla cinetica di degradazione come ad esempio 
quanto gas prodotto in un determinato lasso di tempo. L’impiego combinato della tecnica della 
degradabilità  e  della  gas  production  può  essere  inoltre  interessante  ai  fini  della  valutazione 





adatto  al  processo  fermentativo  aggiungendo  alla  soluzione  (liquido  ruminale  +  substrato) 
elementi nutritivi supplementari e fornendo sostanze tampone per mantenere il pH. 
Spesso  però  questi  medium  sono  costosi  e  richiedono  lunghe  procedure  di  preparazione  e 
possono richiedere l’impiego di sostanze tossiche per i tecnici di laboratorio come il sodio solfito. 
A tal riguardo il medium più ampiamente utilizzato è quello sviluppato da Menke che prevede la 
preparazione  di  5  soluzioni  (soluzione  tampone,  macrominerale,  microminerale  e  soluzione 
riducente ) alcune delle quali devono essere preparate immediatamente prima dell’incubazione 





















In  Italia  la  coltivazione  del  pomodoro  ha  una  lunga  tradizione  e  figura  al  terzo  posto  nella 



















Il  prodotto  è  caratterizzato  da  enorme  voluminosità,  che  ne  rende  disagevole  e  costoso  il 




Il  prodotto  è  abbastanza  omogeneo  e  appetibile.  Il  valore  nutritivo  è  piuttosto  alto  grazie 
all’apporto degli estrattivi inazotati. 






prodotto  fresco,  va  somministrato  direttamente  agli  animali.  Se  utilizzato  come  prodotto 
essiccato  è  più  facilmente  conservabile  in  azienda.  Sono  state  eseguite  prove  sperimentali 
utilizzando questo prodotto nell’ingrasso dei bovini, come parziale sostituzione al fieno. Da queste 
prove  è  emerso  che  la  fibra  grezza  presente  nelle  buccette  di  pomodoro,  ha  una  digeribilità 
piuttosto elevata e quindi contiene poca lignina. L’appetibilità delle buccette di pomodoro può 
essere aumentata macerando il prodotto per 8‐10 ore, in soluzione melassata . Le buccette di 
pomodoro  rappresentano  in  primo  luogo  una  fonte  di  proteine,  senza  trascurare  il  valore 
energetico dovuto al buon titolo in grassi e alla scarsa lignificazione della fibra.  
Pastazzo di agrumi 
In  base  alle  attuali  esperienze  industriali,  oltre  il  60%  in  peso  degli  agrumi  inviati  alla 
trasformazione industriale per la produzione di succhi, viene trasformata in una miscela di residui 
(bucce,  parte  della  polpa,  semi)  denominata pastazzo.  Essi  possono  essere  utilizzati  allo  stato 





Sono  alimenti  dotati  di  alto  tenore  in  fibra  e  di  buona  appetibilità;  essi  costituiscono  la 
componente  energetica  delle  diete  per  ruminanti  e  monogastrici  e  possono  essere  utilizzati 
direttamente nell’alimentazione animale o lavorati per estrarre dalle bucce, degli oli essenziali. Il 
residuo finale viene spesso commercializzato come pastazzo essiccato. 
Le  scorze  e  le  polpe  che  rappresentano  i  maggiori  costituenti  del  pastazzo  sono  formate 
principalmente da: 
∙ acqua (75‐ 85%); proteina che è digeribile per il 40% circa; 
∙  mono  e  di  saccaridi,  composti  principalmente  da  glucosio,  fruttosio  e  saccarosio  (6‐8%); 
polisaccaridi  (pectina,  proto  pectina,  cellulosa  ed  emicellulosa)  pari  a  circa  1,5 ‐ 3%;  estrattivi 
inazotati (zucchero invertito, saccarosio, pentosani e pectine), digeribili quasi totalmente. (61,9%); 
∙ acidi organici dallo 0,5‐1,5% (citrico, malico, isocitrico); 
∙  altre  sostanze  con  spiccate  proprietà  biologiche  quali  vitamine,  flavonoidi,  amminoacidi  ed 
elementi  
principali agrumi contenuti nel pastazzo: 
Limone:  è  il  più  importante  frutto  acidulo  sia  per  il  consumo  diretto  sia  per  la  lavorazione 
industriale. Per quanto l’albero sia molto sensibile al gelo, può essere coltivato in aree marginali 













































































Gli  studi  recenti  sulla  Silimarina  hanno  quindi  messo  in  evidenza  l'azione  benefica  di  questo 































































































per  tre  volte  in  succession.  Come  inoculo  di  fermentazione  della  prima  incubazione  è  stato 
utilizzato  liquido  ruminale  mentre  per  le  successive  è  stato  utilizzato  parte  del  liquido  di 
fermentazione ricavato dall’incubazione precedente. Questa operazione è stata ripetuta per 2 






La  preparazione  di  1  litro  di  Medium,  è  stata  fatta  prima  dell’incubazione,  e  le  soluzioni  che 








































       
Acqua distillata    ml  47.5 
NaOH  1M  NaOH  1N  ml  2.0 
Sodio solfuro nonoidrato    G  0.336 
Per  la  preparazione  della  soluzione  riducente  le  quantità  in  tabella  sono  riferite  ad  1  litro  di 
soluzione finale. 
Le  soluzioni  tampone,  micro‐minerale,  macro‐minerale  possono  essere  preparate  in  anticipo 
anche in grosse quantità perché possono essere conservate a temperatura ambiente per molto 




































apposito  termometro  al  momento  del  riempimento;  i  thermos  sono  stati  svuotati  dall’acqua 
immediatamente  prima  di  introdurvi  il  liquido  ruminale.  In  questo  modo  sono  stati  ridotti  al 








I  campioni,  preventivamente  essiccati,  sono  stati  pesati  emessi  su  una  giare  numerata  a  qui 
successivamente e stato assegnato un modulo RF. Ad ogni giara venivano pesati 2 grammi di 






temperatura  di  39°C.  nelle  bottiglie  sono  stati  aggiunti  60  ml  di  soluzione  medium‐inoculo 
anch’esso preriscaldato alla t di 39 °C e nelle proporzioni precedentemente definite (rapporto 












































medium  (n=2),  la  dose  di  inoculo  (n=2),  l’alimento  (n=4),  l’incubazione  (n=3)  e  le  relative 
interazioni. 
Inoltre,  I  dati  relative  ad  ogni  singola  combinazione  alimentare  sono  stati  sottoposti  ad  una 
seconda elaborazione (Proc Mixed) che ha considerate come fattori di variazione il medium (n=2), 
la dose di inoculo (n=2), l’incubazione (n=3) e le relative interazioni. Per i due modelli utilizzati 
































ruminale  rispetto  alla  dose  ridotta,  ha  determinate  una  significativa  (P<0.01)  riduzione  della 
produzione di gas. Inoltre il pH al termine dell’incubazione è stato mediamente inferiore quanto è 
stato utilizzato un elevato dosaggio di inoculo. La riduzione della produzione di gas suggerisce un 





fermentazione.  Questo  risultato  può  essere  spiegato  con  la  maggiore  presenza  di  elementi 






caratterizza  per  una  limitata  fermentescibilità  e  la  magior  parte  del  gas  viene  prodotto  dal 




Ancora  più  evidente  è  risultato  effetto  del  cardo  sulla  fermetazione  del  pastazzo  di  agrumi. 
Quando il pastazzo di agrumi è stato incubato con il cardo è stato osservato un aumento della 
produzione  di  gas  (P<0.01)  rispetto  a  quanto  è  stato  incubato  singolarmente.  Questi  risultati 
possono  essere  spiegati  dalla  capacità  del  cardo  di  tamponare  l’acidificazione  del  liquido  di 








Tabella  1. Medie  stimate  dei  valori  di  produzione  di  gas  (GP),  pH  e  delle  concentrazioni  di 
ammoniaca (NH3) ottenuti dalla fermentazione delle diverse combinazioni alimentari. 
  GP, ml  pH  NH3, mg/l 
       












































SED  2.8  0.016  1.69 
Significat. effetti, P       
Dose inoculo (D)  0.0074  <.0001  0.5205 
Medium (M)  <.0001  <.0001  0.5911 
Alimento (A)  <.0001  <.0001  <.0001 
Incubazione (I)  <.0001  <.0001  0.0311 
D*M  0.0047  <.0001  0.4719 
D*A  <.0001  <.0001  0.0059 
M*A  0.1363  <.0001  0.2357 
D*M*A  0.6651  0.0130  0.1934 
D*I  <.0001  <.0001  0.5039 
M*I  0.0001  0.0005  <.0001 
A*I  0.0006  <.0001  0.0896 
SED= errore standard delle differenze  















questo  caso  infatti,  è  stata  osservata  una  progressiva  diminuzione  della  produzione  di  gas 
passando dalla prima (202 ml) alla terza (155 ml) incubazione (P<0.01). 
In generale, quando le buccette di pomodoro sono state incubate con il medium semplificato (S) è 




combinazione  con  un  elevato  dosaggio  di  inoculo  ha  determinato  un  progressivo  crollo  delle 
produzioni gassose (da 195 ml a 91 ml rispettivamente nella 1° e 3° incubazione; P<0.01).  











ad  acidificare  la  soluzione.  In  questo  range  di  pH,  l’acidità  del  medium  determina  un  effetto 37 
 
inibitorio  sulle  fermentazioni  microbiche  che  ha  portato  ad  una  progressiva  riduzione  nella 
produzione di gas. 
 
Tabella  2.  Produzioni  di  gas  (GP),  pH  e  concentrazioni  di  ammoniaca  ottenuti  dalla 
fermentazione delle buccette di pomodoro 
  GP, ml  pH  NH3 mg/l 
  Incubazione  Incubazione  Incubazione 





































SED    7.58      0.034      8.15   
Signif. effetti, P                   
‐ Dose inoculo (D)    0.0891      <.0001      0.1042   
‐ Medium (M)    <.0001      <.0001      0.2894   
‐ Incubazione (I)    .0001      <.0001      0.0697   
 D*M    0.4307      0.7834      0.5105   
 D*I    <.0001      <.0001      0.4003   
 M*I    0.0008      0.1124      0.0004   
















































































A  differenza  di  quanto  osservato  incubando  solo  buccette  di  pomodoro,  la  combinazione  di  questo 
alimento con cardo determina il mantenimento del pH del liquido di fermentazione a valori superiori 
alla soglia di 6 che garantiscono condizioni ottimali per lo sviiluppo della flora microbica (Figura4). Questo 










Tabella  3.  Produzioni  di  gas  (GP),  pH  e  concentrazioni  di  ammoniaca  ottenuti  dalla 
fermentazione delle buccette di pomodoro e cardo 
  GP,ml  pH  NH3, mg/l 
  Incubazione  Incubazione  Incubazione 









































SED    5.93      0.032      3.93   
Signif. effetti, P                   
Dose Inoculo(D)    <.0001      <.0001      0.0010   
Medium (M)    <.0001      <.0001      0.9264   
Incubazione (I)    0.0010      <.0001      0.0027   
D*M    0.0022      <.0001      0.2461   
D*I    0.4128      <.0001      0.0440   
M*I    0.3168      0.0968      0.0008   














































































poi  crolla  nelle  successive  incubazioni  (P<0.01).  Come  osservato  per  le  buccette  di  pomodoro,  con  il 
medium semplificato le produzioni di gas sono risultate sensibilmente inferiori rispetto a quelle ottenute 
con il medium convenzionale Menke. In generale, l’andamento delle produzioni di gas nelle tre incubazioni 










Tabella  4.  Produzioni  di  gas  (GP),  pH  e  concentrazioni  di  ammoniaca  ottenuti  dalla 
fermentazione del pastazzo di agrumi. 
  GP, ml  pH  NH3, mg/l 
  Incubazione  Incubazione  Incubazione 









































SED    14.98      0.046      4.86   
Signif. effetti, P                   
Dose Inoculo (D    0.0004      <.0001      0.3103   
Medium (M)    0.0018      0.0794      0.1156   
Incubazione (I)    <.0001      0.7563      0.2960   
D*M    0.2004      0.0002      0.0988   
D*I    0.0001      <.0001      0.0112   
M*I    0.3684      <.0001      <.0001   












































































Come  osservato  anche  precedentemente,  con  questa  combinazione  alimentare,  la  tesi 

















Tabella  5:  Produzioni  di  gas  (GP),  pH  e  concentrazioni  di  ammoniaca  ottenuti  dalla 
fermentazione del pastazzo di agrumi e cardo 
  GP, ml  pH  NH3, mg/l 
  Incubazioni  Incubazione  Incubazione 









































SED    5.2      0.038      5.60   
Signif. effetti, P                   
 Dose Inoculo (D)    0.0185      <.0001      0.2033   
 Medium (M)    <.0001      <.0001      0.2515   
 Incubazione (I)    <.0001      <.0001      0.0343   
 D*M    0.0033      0.1879      0.1178   
 D*I    <.0001      <.0001      0.8836   
 M*I    <.0001      0.1209      0.0008   






























































































della  dose  di  inoculo  sembra  essere  vantaggiosa  se  l’obiettivo  della  ricerca  prevede  di 
impiegare i residui di fermentazione per realizzare incubazioni ripetute. 
•  I  residui  di  fermentazione  possono  essere  utilizzati  come  inoculo  microbico  per  la 
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